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Herr Professor Dr .med.Dr.h.c. Wolf-Georg Fors smann 
in Hannover/Deutschland hat eine Patentanmeldung unter der 
Bezeichnung 
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dung von bifidogenen Peptiden aus der Milch des 
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54 Verfahren zur Gewinnung, Herstellung und Anwendung von bifidogenen 
Peptiden aus der Milch des Menschen und des Rindes 

57 Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren basische Peptide aus Menschen und Kuhmilch zu 
gewinnen, die die Eigenschaft haben, Bifidobakterien zu fordern und sich so auf die 
Zusammensetzung der nattirlichen Dannflora des Menschen auswirken. Bei diesen Peptiden 
handelt es sich urn Teilfragmente aus Milchproteinen, wie Caseinen, Lactoferrinen, Lysozym, 
^^^bumin, Immunglobulinen, wie sie transient bei der Verdauung entstehen. Diese Vorl&ufer 
^^^F d nicht bifidogen und erst nach ihrer Proteolyse werden bestimmte bifidogene Peptide 
freigesetzt, die hier erstmalig beschrieben werden. Diese Komponenten wirken einzeln und 
erganzen sich in ihrer Wirkung, so daB sie einzeln oder in Kombination zur Modulation einer 
bakteriellen Flora verwendbar sind. 
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Beschreibung 


Von Milch ist bekannt, daB sie fordernd auf den Gesundheitszuscand von Sauglingen wirkt. 
Dies wird vielfach auf den EinfluS der Milch auf die Ausbildung einer sauglingstypischen 
Darmflora zuriickgeftihrt. die zu mehr als 90% aus Bifidobacterium bifidum besteht. Bislang ist 
unklar welche Faktoren fur die Ausbildung dieser Darmflora verantwortlich sind. Diese 
Erfindung betrifft Peptide, die in der Milch des Menschen und des Rindes vorliegen, die 
folgendes gemeinsam haben: sie wirken antimikrobiell gegen Bakterien, die in der natiirlichen 
Sauglingsflora gar nicht oder nur in geringen Mengen vorkommen und fSrdern das Wachstum 
von „erwUnschten" Bakterien wie Bifidobakterien indem sie diese Bakterien im Wachstum 
ker als andere Bakterien anregen oder nur die nichterwunschten Bakterien selektiv hemmen. 
Diese Eigenschaft Bifidobakterien einen Wachstumsvorteil zu verschaffen, wird nachfolgend als 
bifidogen bezeichnet. Die Zusammenseizung der Milch hinsichtlich seines Peptidspektrums ist 
komplex. Bifidogene Peptide entstehen im wesentlichen durch Proteolyse aus verschiedenen 
Milchproteinen. 



Es kann davon ausgegangen werden, daB sich die bifidogenen Peptide der Milch in ihrer 
Wirkung ergSnzen, wenn mehrere dieser Peptide kombiniert sind, um eine optimalere Wirkung 
und Selektivitat fur Bifidobakterien zu erhalten. 


i Erfindung betrifft die Entdeckung und Verwendung dieser Peptide als Einzelstoffe und als 
Kombinationspriiparat diesen Synergismus ausnutzend zur Verwendung als Arzneistoff, als 
Lebensmittelzusatz, als Konservierungsmittel und als Fermentationshilfsstoff. Der Wert der 
Erfindung ist dadurch gekennzeichnet, das die vorgestellten bifidogenen Peptide als mikrobielle 
Wachstumsmodulatoren aus biologisch vertraglichen Grundstoffen hergestellt werden konnen, 
die als Nahrungsmittel lange im Gebrauch des Menschen stehen und unbedenklich sind. Das 
unterschiedliche Wirkungsspektrum jedes Einzelstoffes erlaubt es beim Vorliegen von 
Resistenzen von Mikroorganismen durch eine geeignete Kombination oder durch die Auswahl 
der Einzelsubstanz eine optimale Hemmung von unerwiinschten Mikroorganismen zu erzielen. 
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Beispiel 1: 

Behandlung von Milch 

Humane Milch wurde mit Pepsin (20 mg/g Protein) versetzt, nachdem sie mit HC1 auf einen pH 
von 3.5 eingestellt wurde. Die enzymatische Reaktion wurde fiir 2 Stunden bei 37° C inkubiert 
und durch Kochen fiir 5 Min gestoppt. AnschlieBend wurde zentrifugiert (20 min, 60000 g bei 
4° C) und das Milchfett abgeschopft. Die verbliebene Losung wurde mit 0.1 % TFA versetzt 
und erneut zentrifugiert, urn ausgefallene hochmolekulare Proteine abzutrennen. 

Beispiel 2: 

HPLC Reinigung eines bifidogenen Peptides aus Milch 

Fiir die Reinigung von bifidogenen Peptiden aus Milch mussen verschiedene HPLC 
Trennverfahren miteinander kombiniert werden, urn eine moglichst reine Darstellung iiber eine 
optimale Trennleistung zu erzielen und inaktive, unerwiinschte Bestandteile abzutrennen. Die 
jeweiligen Proben, die nach jedem Trennungsschritt entstehen, mussen in zwei Testsystemen 
getestet werden, d.h. ein Wachstumstest mit Bifidobakterien in Kombination mit einem 
Wachstumstest mit E. coli als Target, (siehe Beispiel 3 - 4). Notwendig fur die Reinigung ist die 
^^tombination von mindestens zwei unterschiedlichen Reverse-Phase Chromatografieschritten 
-^^^Ider Einsatz eines Kationenaustausch-HPLC-Trenngangs. In den Biotest mufi die jeweilige 
Probe salzarm (<10 mM) eingesetzt werden, urn ein mSglichst optimales Screeningergebnis zu 
erhalten. Das gewiinschte Screeningergebnis „bifidogene <4 Aktivitat heifit: 

In einem kombinierten Wachstumstest eine Veranderung in der Keimzahl gegeniiber 
wirkstofffreien Kontrollen bei einer Inkubationszeit von mindestens 1 6 Stunden feststellbar ist, 
die bei Verwendung von Bifidobakterium bifidum in 50 % EUiker Broth bei einer Dosis von 200 
|xg/ml S -25% betragt und gleichzeitig bei dieser Dosis die Wirkung auf E. coli in 3 g / 1 Tryptic 
Soy Broth S -75% betrSgt. 
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Oder alternativ: In einem kombinierten Wachstumstest einc VerSnderung in der Keimzahl 
gegenuber wirkstofffreien Kontrollen bei einer Inkubationszeit von mindestens 16 Stunden 
feststellbar ist f die bei Verwendung von Bifidobakterium bifidum in 50% Elliker Broth bei einer 
Dosis von 200 |Xg/ml £ +20% betrSgt und gleichzeitig bei dieser Dosis die Wirkung auf E. coli 
oder Staphylococcus carnosus in 3 g / 1 Tryptic Soy Broth £ +5 % betr£gt. 

Nur diese Fraktionen werden weiter gereinigt, die diese Bedingungen erftillt haben. 

Folgendes Beispiel einer durchgefiihrten Reinigung eines bifidogenen Wirkstoffes, wird anhand 
Peptides „ humanes casein-K-63-1 17" dargelegt: 


Das Peptid hat die Sequenz 

YQRRPAIAINNPYVPRTYYANPAVVRPHAQIPQRQY^ 

wie abschliefiend mittels Massenspektrometrie und Aminos&uresequenzierung festgestellt 
wurde. 

^^^r erste Trennschritt wurde mit Hilfe einer ParcosiI-C18 Saule (1 x 12.5 cm, 100 A, Biotek, 
Heidelberg, Deutschland) durchgeftihrt (siehe Bild). Fraktion 23 enthielt humanes casein-K-63- 
1 17 mit einer starken Aktivitat. 

Puffer A: 0.1 % TFA 
Puffer B: Acetonitril mit OA % TFA 
Gradient: 0-60% B in 45 Min 
Flufi: 2 ml /min 
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Detekxion 280 nm 


Rechromatografic von Fraktion 23 mit der gleichen Saule und einem flacheren Gradient (siehe 
Bild): 

Puffer A: 0.1% TFA 

Puffer B : Acetonitril mit 0. 1 % TFA 

Gradient: 0-20 %B in 5 Min 

20-50%B in 45 Min 
^^^tektion: 214 nm 

Rechromatografie von Fraktion 16 aus dem vorangegangenem Trennschritt mit der gleichen 
Saule, aber anderem Elutionsmittel, um die Selektivkat bei der Trennung zu verandern. 


Puffer A: 0.1 % TFA 

Puffer B: 0. 1 %TFA in Methanol 

Gradient: 0 - 40% B in 5 min 

40 - 70 % B in 45 min 
Detektion: 214 nm 

:hromatografie der aktiven Fraktion 21 mit einer Kationenaustausch HPLC: 

Saule: Parcosil Pepkat, 4 x 50 mm, 300 A, 5 fira, Biotek, Heidelberg 
Puffer A: 10 mM Phosphatpuffer pH4.5 
Puffer B: Puffer A mit 1 M NaCl 
FluB: 1 0. 75 ml/min 

Gradient: 0-15% Bin 5 min 

15-50% Bin 35 min . 
Die erhaltenen Fraktionen wurden jede einzeln in einem kurzen Reverse Phase HPLC Lauf 
entsalzt, bevor sie zum Test auf iintimikrobielle und bifidogene Aktivitat zugefiihrt wurde. 
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Fraktion 9 enthielt die reine, bifidogene Komponente cascin-K-63- 1 17. Fraktion 10 enthait die 
bifidogene Komponente 

GRRRSVQWCAVSQPEAT KCFQWGRN MRKVRGPPVSCI KR DSPIQCQA neutroph il-lactoferrin-20-67 

i 1 1 i 

und Fraktion 1 1 enthait die bifidogene Komponente mit einer Adduktmasse von +16 was darauf 
hindeutet, daB es sich urn ein Oxidationsprodukt handelt (wahrscheinlich ein Methionin 
oxidiert). 

Alle diese Peptide haben eine bifidogene Aktivitat. Auch das Oxidationsprodukt wirkt 
^ichermaBen. 

Beispiel 3: 

Nachweis der wacfistumsregulierenden Aktivitat auf E. colt 

Fraktionen aus der HPLC wurden mit E. coli K12 eingcsetzt. Der Test wird als in 3 g/ I Tryptic 
Soy broth (Sigma) foIgendermaSen durchgefiihrt; 

•ur jeden Assay wurden Kulturen von E. coli K12 frisch in Tryptic Soy broth (Sigma) 
geimpft Die Inkubation dieser Bakterien erfolgte immer unter aeroben Bedingungen bei 37°C 
fiir 16 Stunden. Zu testende Peptide wurden 2u einer TestlOsung bestehend aus 200 \xi 3 g / 1 
Tryptic Soy broth in 96-Loch Zellkulturplatten gegeben und mit einem Inokulum von 20 \il 
einer verdunnten Bakteriensuspension angeimpfl. Die photometrische Absorption des 
Inokulums betrug hier 0.05 bei 550 nm gemessen. Das Wachstum der Bakterien unter dem 
EinfluB der Peptide wurde nach 16 Stunden ebenfalls photometrisch im ELISA-Reader 
bestimmt und manuell mikroskopisch bestimmt. Die Trtibung von unbehandelten Bakterien 
wurde jeweils auf 1 00 % normiert 
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Beispiel 4: 

Nachweis der wachstumsregulierenden Aktivitat auf Bifidobacterium bifidum 

Fur jeden Assay wurden Kulturen von Bifidobacterium bifidum ATCC 29521 frisch in Elliker 
broth (Difco, Detroit, USA) angeimpft. Die Inkubation dieser Bakterien erfolgte immer unter 
anaeroben Bedingung bei 37°C fur 16 - 18 Stunden. Zu testende Peptide wurden zu einer 
Testlosung besiehend aus 200 pJ 50 % Elliker broth in 96-Loch Zellkulturplatten gegeben und 
y einem Inokulum von 20 pj einer verdiinnten Bakteriensuspension angeimpft. Die 
photometrische Absorption des Inokulums becrug hier 0.05 bei 550 nm gemessen. Das 
Wachstum der Bakterien unter dem EinfluB der Peptide wurde nach 16 Stunden ebenfalls 
photometrisch im ELISA-Reader bestirnmt und manuell mikroskopisch bestimmt. Die TrObung 
von unbehandeken Bakterien wurde jeweils auf 100 % normiert. Als Positivkontrolle diente N- 
acetylglucosamin. Fur diesen Test konnen nur Bifidus-Kulturen eingesetzt werden, die auf N- 
acetylglucosamin reagieren. Nach einigen Passagen veriieren Bifidobakterien diese Eigenschaft, 
diese konnen dann fiir diesen Wachstumstest nicht mehr eingesetzt werden. 

I 
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Abbildungen: 

Abb. 1: Der erste Trennschritt wurde mit Hilfe einer Parcosil-C18 Saule (1 x 12.5 cm, 100 A, 
Biotek, Heidelberg, Deutschland) durchgeftihrt. Fraktion 23 enthielt humanes casein-K-63-1 17 
mit einer starken Aktivitiit. 

Abb. 2: Rechromatografie von Fraktion 23 (Bild 1) mit mit Hilfe einer Parcosil-C18 Saule (1 x 
12.5 cm, 100 A, Biotek, Heidelberg, Deutschland) und einem flacheren Gradienten. 


b. 3: Rechromatografie von Fraktion 16 aus dem vorangegangenem Trennschritt (Bild 2) 
it der gleichen Saule, aber anderem Elutionsmittel (Methanol), urn die Selektivitat bei der 
Trennung zu verandern. 


Abb. 4: Rechromatografie der aktiven Fraktion 21 (Bild 3) mit einer Kationenaustausch HPLC 
(SSule: Parcosil Pepkat, 4 x 50 mm, 300 A, 5 |im, Biotek, Heidelberg) Fraktion 9 enthielt die 
reine Komponente casein-K-63-1 17. Fraktion 10 enthalt die Verbindung gem2B Claim 20 und 
Fraktion 1 1 enthalt die Verbindung gemaB Claim 20 in einer oxidierten Form (+16 Dalton) 
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Claims 


1. 

Peptide mit der Eigenschaft, daB sie aus Menschen- und Kuhmilch gewonnen werden, konnen 
mit der Eigenschaft, da£ sie ein Molekulargewicht von 250 - 7000 Dalton aufweisen, 


mindestens 2 basische Aminosauren (Lysin oder Arginin) enthalten, 

In einem kombinierten Wacbstumstest eine VenLnderung in der Keimzahl gegenuber 
wirkstofffreien Kontrollen bei einer Inkubationszeit von mindestens 16 Stunden feststellbar ist, 

I A bei Venvendung von Bifidobakterium bifidum in 50 % Elliker Broth bei einer Dosis von 
00 Jig/ml > - 25% betragt und gJeichzeitig bei dieser Dosis die Wirkung auf E. coli in 3 g / I 
Tryptic Soy Broth £ -75% betragt. 

Oder alternativ: In einem kombinieiten Wachstumstest eine Veranderung in der Keimzahl 
gegenuber wirkstofffreien Kontrollen bei einer Inkubationszeit von mindestens 16 Stunden 
feststellbar ist, die bei Venvendung von Bifidobakterium bifidum in 50% Elliker Broth bei einer 
Dosis von 200 |ig/ml £ +20% betragt und gJeichzeitig bei dieser Dosis die Wirkung auf E. coli 
in 3 g / 1 Tryptic Soy Broth < +5 % betragt. 

se Bedingungen werden als bifidogen bezeichnet, 

2. Eine Methode zur Herstellung von bifidogenen Peptiden, gemaB Anspruch 1, mit der 
Handlungsanweisung 

Kuhmilch oder Human-Milch mit Proteasen zu versetzen und und ftir mindestens 2 
Stunden zu inkubieren 
Zentrifugation, um Fett abzuschOpfen 
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Ansauern auf einen pH von 2.0 mittels TFA oder HC1, urn weitere Proteine zu fallen 
Anwendung mindestens zwei Reverse-Phase-HPLC Schritten zur Anreicherung 
Anwcndung mindestens eines Kationenaustausch-HPLC-Schrittes, wobei das Eluat vor 
den biologischen Wachstumstcsts auf einen Salzgehalt <25 mM gebracht wird (Dialyse 
oder RP-HPLC). 

Testung des Wachstums von E. coli in 3 g/l Tryptic Soy broth und gleichzeitig Testung 
des Wachstums von Bifidobakterien in 50 % Elliker Broth, mit Bestirnmung der 
Keimzahl oder der korrespondierenden Mediumtriibung im Photometer. 
Auswahl der Fraktionen gemaB der bifidogenen Eigenschaften genannt in Anspruch 1 

Ein bifidogenes Peptid gemaS Anspruch 1 oder 2 mit der Aminosauresequenz 
bovinesCasein-0,,-111-118: EQLLRLKK 

sowie deren biologisch aktive Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
phosphorylierte, oxidierte, und/oder glykosylierte Formen und Peptide, die diese 
Aminosauresequenz enthalten mit der Eigenschaft, dafi wenn genau dieser Sequenzabschnitt 
fehlt keine bifidogene Eigenschaft gemaB Anspruch 1 mehr feststellbar ist, d.h. dieser 
Sequenzabschnitt diese biologische Eigenschaft wesentlich determiniert hat. 

Ein bifidogenes Peptid gemaB Anspruch 1 oder 2 mit der Aminosauresequenz 

bovines Casein-o,, -109-119: YLEQLLRLKKY 

sowie deren biologisch aktive Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
phosphorylierte, oxidierte, und/oder glykosylierte Formen und Peptide, die diese 
Aminosauresequenz enthalten mit der Eigenschaft, daB wenn genau dieser Sequenzabschnitt 
fehlt keine bifidogene Eigenschaft gemaB Anspruch 1 mehr feststellbar ist, d.h. dieser 
Sequenzabschnitt diese biologische Eigenschaft wesentlich determiniert hat 


m 
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5 . Ein bifidogenes Pcptid gemaB Anspruch 1 oder 2 mit der Aminosauresequenz 


humanes Cascin-oc,, -50-57: NRQRNILR 


sowie deren biologisch aktive Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
phosphorylierte, oxidierte, und/oder glykosylierte Forraen und Peptide, die diese 
Aminosauresequenz enthaJten mit der Eigenschaft, daS wenn genau dieser Sequenzabschnitt 
fehlt keine bifidogene Eigenschaft gemaB Anspruch 1 mehr feststellbar ist, d.h. dieser 
Sequenzabschnitt diese biologische Eigenschaft wesentlich determiniert hat. 


Ein bifidogenes Peptid mit der Eigenschaft gemaB Anspruch 1 oder 2 mit der 
Aminosauresequenz 


humanes Casein-0,,-45-57: YMNGMNRQRN1LR 


sowie deren biologisch aktive Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
phosphorylierte, oxidierte, und/oder glykosylierte Formen und Peptide, die diese 
Aminosauresequenz enthalten mit der Eigenschaft, daB wenn genau dieser Sequenzabschnitt 
fehlt keine bifidogene Eigenschaft gemaB Anspruch 1 mehr feststellbar ist, d.h. dieser 
fjuenzabschnitt diese biologische Eigenschaft wesentlich determiniert hat 

7. Ein bifidogenes Peptid gemSB Anspruch 1 oder 2 mit der Aminosauresequenz 
humanes Lactofemn-40-48: FQWQRNMRK 

sowje deren biologisch aktive Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
phosphorylierte. oxidierte, und/oder glykosylierte Formen und Peptide, die diese 
Aminosauresequenz nthalten mit der Eigenschaft, daB wenn genau dieser Sequenzabschnitt 


EmPf ansszei t 16. Sep. 9:29 


16-09-1997 09=35 Haemopep Pharma GmbH 

511 53045 10 

fehlt bifidogene Eigenschaft gemaB Anspruch 1 mehr feststellbar ist, d.h. dieser 
Sequenzabschnitt diese biologische Eigenschaft wesentlich detenniniert hat. 

8 . Ein bifidogenes Peptid gemaB Anspruch I oder 2 mit der Aminosauresequenz 
humanes Lactoferrin-1 36- 143: HTGLRRTA 

sowie deren biologisch aktive Dcrivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
^^^kosphorylierte, oxidierte, und/oder glykosylierte Formen und Peptide, die diese 
^^KminosSuresequenz enthalten mit der Eigenschaft, daB wenn genau dieser Sequenzabschnitt 
fehlt keine bifidogene Eigenschaft gemaB Anspruch 1 mehr feststellbar ist, d.h. dieser 
Sequenzabschnitt diese biologische Eigenschaft wesentlich determiniert hat. 

9 . Ein bifidogenes Peptid gemaB Anspruch T oder 2 rnit der Aminosauresequenz 
humanes Lactoferrin-345-353: FTAIQNLRK 

sowie deren biologisch aktive Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
Dsphorylierte, oxidierte, und/oder glykosylierte Formen und Peptide, die diese 
Aminosauresequenz enthalten mit der Eigenschaft, daB wenn genau dieser Sequenzabschnitt 
fehlt keine bifidogene Eigenschaft gemaB Anspruch 1 mehr feststellbar ist, d.h. dieser 
Sequenzabschnitt ' diese biologische Eigenschaft wesentlich determiniert hat. 
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10. Ein bifidogenes Peptid gemaB Anspruch 1 oder 2 mit der Aminosauresequenz 
humanes Lactoferrin- 357-367: EVAARKARWW 

sowie deren biologisch aktive Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
phosphorylierte, oxidierte, und/oder glykosylierte Formen und Peptide, die diese 
Aminosauresequenz enthalten mit der Eigenschaft, dafl wenn genau dieser Sequenzabschnitt 
fehlt keine bifidogene Eigenschaft gemaB Anspruch 1 mehr feststelibar ist, d.h. dieser 
Sequenzabschnitt diese biologische Eigenschaft wesentlich determiniert hat. 


1 1 . Ein bifidogenes Peptid gemaB Anspruch 1 Oder 2 mit der Aminosauresequenz 

humanes Lactofemn-42-49: WQRNMRKV 

sowie deren biologisch aktive Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
phosphorylierte, oxidierte, und/oder glykosylierte Formen und Peptide, die diese 
Aminosauresequenz enthalten mit der Eigenschaft, dafl wenn genau dieser Sequenzabschnitt 
hit keine bifidogene Eigenschaft gemaB Anspruch 1 mehr feststelibar ist, d.h. dieser 
[uenzabschnitt diese biologische Eigenschaft wesentlich determiniert hat. 


^^hl 

9 q] 


12. Ein bifidogenes Peptid gemaB Anspruch 1 oder 2 mit der Aminosauresequenz 
humanes Lysozytn-26-33: LARTLKRL 

sowie deren biologisch aktive Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
phosphorylierte, oxidierte, und/oder glykosylierte Formen und Peptide, die diese 
Aminosauresequenz enthalten mit der Eigenschaft, dafl wenn genau dieser Sequenzabschnitt 
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fehlt keine bifidogene Eigenschaft gemaB Anspruch 1 mehr feststellbar ist, d.h. dieser 
Sequenzabschnitt diese biologische Eigenschaft wesentlich determiniert hat 

13. Ein bifidogenes Peptid gemaB Anspruch 1 oder 2 na.it der Aminosauresequenz 
humanes Casein- (3-32-39: YICQKVEKV 

sowie deren biologisch aktive Derivate, insbesonderc amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
phosphorylierte, oxidierte, und/oder glykosylierte Fotmen und Peptide, die diese 
Aminosauresequenz enthalten mit der Eigenschaft, daB wenn genau dieser Sequenzabschnitt 
}lt keine bifidogene Eigenschaft gemaB Anspruch I mehr feststellbar ist, d.h. dieser 
Sequenzabschnitt diese biologische Eigenschaft wesentlich determiniert hat. 

14. Ein bifidogenes Peptid gemaB Anspruch 1 oder 2 mit der Aminosauresequenz 

humanes AIbumin-432-439: LVRYTKKV 

sowie deren biologisch aktive Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
phosphorylierte, oxidierte, und/oder glykosylierte Formen und Peptide, die diese 
^^^minosauresequenz enthalten mit der Eigenschaft, daB wenn genau dieser Sequenzabschnitt 
^^^^lt keine bifidogene Eigenschaft gemaB Anspruch .1 mehr feststellbar ist, d.h. dieser 
Sequenzabschnitt diese biologische Eigenschaft wesentlich determiniert hat 

15. Ein bifidogenes Peptid gem£B Anspruch 1 oder 2 mit der Aminosauresequenz 

humanes Albumin-161-169: KYLYEIARR 

sowie deren biologisch aktive Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
phosphorylierte, oxidierte, und/oder glykosylierte Formen und Peptide, die - diese 
Aminosauresequenz enthalten mit der Eigenschaft, daB wenn genau dieser Sequenzabschnitt 
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fehlt keine bifidogene Eigenschaft gemaB Anspruch 1 mehr feststellbar ist, d.h. dieser 
Sequenzabschnitt dicsc biologische Eigenschaft wesentlich determiniert hat. 

16. Ein bifidogenes Peptid gemaB Anspruch 1 oder 2 mit der Aminosauresequenz 

humanes Lactoferrin-(360-371 )-(400-403): 

ARRARWWCAVG 
I 

CIAL 

sowie deren biologisch aktive Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
jsphorylierte, oxidierte, und/oder glykosylierte Formen und Peptide, die diese 
Aminosauresequenz enthalten mit der Eigenschaft, dafi wenn genau dieser Sequenzabschnitt 
fehlt keine bifidogene Eigenschaft gemaB Anspruch I mehr feststellbar ist, d.h. dieser 
Sequenzabschnitt diese biologische Eigenschaft wesentlich determiniert hat. 

17. Ein bifidogenes Peptid gemaB Anspruch 1 oder 2 mit der Aminosauresequenz 

humanes Lactoferrin -(360-372)-(400-4-03); 

ARRARWWCAVGE 
I 

CIAL 

sowie deren biologisch aktive Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
phosphorylierte, oxidierte, und/oder glykosylierte Formen und Peptide, die diese 
Aminosauresequenz enthalten mit der Eigenschaft, daB wenn genau dieser Sequenzabschnitt 
fehlt keine bifidogene Eigenschaft gemaB Anspruch 1 mehr feststellbar ist, d.h. dieser 
Sequenzabschnitt diese biologische Eigenschaft wesentlich determiniert hat 
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18. Ein bifidogenes Peptid gemaB Anspruch 1 oder 2 mit der Aminosauresequenz 


humanes Casein~K-63~l 17: 


YQRRPAIAINNPYVPRTYYANPAV 

sowie deren biologisch aktive Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
phosphorylierte f oxidierte, und/oder glykosylierte Formen, urn 50 % verkiirzte Fragmente und 
Peptide, die diese Aminosauresequenz enthalten mit der Eigenschaft, daB wenn genau dieser 
gquenzabschnitt fehlt keine bifidogcne Eigenschaft gemaB Anspruch 1 mehr feststellbar ist, 
. dieser Sequenzabschnitt diese biologische Eigenschaft wesendich determiniert hat. 


19. Ein bifidogenes Peptid gemaB Anspruch I oder 2 mit der Aminosauresequenz 


GFTO^SVQWcfvSGPEATKCFCW lactoferrin-20-68 (30T.48R) 

i 1 j i 


sowie deren biologisch aktive Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
osphorylierte, oxidierte, und/oder glykosylierte Formen und Peptide, die diese 
inosSuresequenz enthalten mit der Eigenschaft, daB wenn genau dieser Sequenzabschnitt 
fehlt keine bifidogene Eigenschaft gemaB Anspruch 1 mehr feststellbar ist, d.h. dieser 
Sequenzabschnitt diese biologische Eigenschaft wesentlich determiniert hat 


^M^lOS 


20. Ein bifidogenes Peptid gemaB Anspruch 1 oder 2 mit der Aminosauresequenz 


GRRRSVQWCAVSQPEAT KCFQW CRN MRKVRGPFVSCI KR DSP1 QC IQ A neutrophiMactoferrin'20-67 
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sowie deren biologisch aktive Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
phosphorylieite, oxidierte, und/oder glykosylierte Formen und Peptide, die diese 
Aminosauresequenz enthalten mit der Eigenschaft, daB wenn genau dieser Sequenzabschnitt 
fehk keine bifidogene Eigenschaft gem26 Anspruch 1 mehr feststellbar ist, d.h. dieser 
Sequenzabschnitt diese biologische Eigenschaft wesentlich determiniert hat. 

2 1 . Ein bifidogenes Peptid gemaB Anspruch 1 oder 2 mit der Aminosauresequenz 


IFraRSVQVVCAVSQreATKCFQWQR lactoferrin-20-68 
\ i— 1 1 i 

sowie deren biologisch aktive Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
phosphorylierte, oxidierte, und/oder glykosylierte Formen und Peptide, die diese 
Aminosauresequenz enthalten mit der Eigenschaft, daB wenn genau dieser Sequenzabschnitt 
fehlt keine bifidogene Eigenschaft gemaB Anspruch 1 mehr feststellbar ist, d.h. dieser 
Sequenzabschnitt diese biologische Eigenschaft wesentlich determiniert hat. 

22. Ein bifidogenes Peptid gemaB Anspruch 1 oder 2 mit der Aminosauresequenz 

vines Casein-a s2 - 198-222: 
VYQHQKAMKPWIQPKTKVTPYVRYL 

sowie deren biologisch aktive Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
phosphorylierte, oxidierte, und/oder glykosylierte Formen und Peptide, die diese 
Aminosauresequenz enthalten mit der Eigenschaft, daB wenn genau dieser Sequenzabschnitt 
fehlt keine bifidogene Eigenschaft gemaB Anspruch 1 mehr feststellbar ist, d.h. dieser 
Sequenzabschnitt diese biologische Eigenschaft wesentlich determiniert hat 
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23. Ein bifidogenes Peptid gemaO Anspruch 1 oder 2 mit der Aminosauresequenz 
humanes Lactoferrin -360-371 (Cys368Ala): 

ARRARWWAAVG 

sowie deren biologisch aktive Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
phosphorylierte, oxidierte, und/oder glykosylierte Formen und Peptide, die diese 
Aminosauresequenz enthalten mit der Eigenschaft, daB wenn genau dieser Sequenzabschnitt 
fehlt keine bifidogene Eigenschaft gema/3 Anspruch 1 mehr feststellbar ist, d.h. dieser 
^uenzabschnitt diese biologische Eigenschaft wesentlich determiniert hat. 

24. Verfahren zur Herstellung von Peptiden, die in den Anspruchen 1 bis 23 genannt sind 
mit bifidogener Eigenschaft gemaJ3 Anspruch 1 mit Hilfe von genetisch manipulierter 
Organismen unter Verwendung von Expressionsvektoren, sowie deren multiple chemische 
Synthese als Einzelsubstanzen oder miteinander verkettet als Polypeptid. 

25. Verfahren zur Herstellung von AntikSrpern und Antagonisten gegen in den Anspriichen 
1-23 genannten Peptide gerichtet zur Modulation einer bakteriellen Flora. 

Rezeptur fur ein Nahrungsmittel, mit definierten Mengen der in den Anspruchen 1-23 
genannten Peptide einzeln oder in Kombination. 

27, Ein Arzneimittel mit definierten Mengen der in den Anspruchen 1-23 genannten Peptide 
einzeln oder in Kombination zur Behandlung von mikrobieller Fehlbesiediung, d.h. durch 
Bakterien, Pilze, Hefen, Protisten, Viren, Mycoplasmen, Filarien, Plasmodien bedingten 
Erkrankungen wie Infektionen, Entzundungen, mikrobiell induzierten Tumoren (z.B. Ulcera 
des Magens), mikrobiell bedingten degenerativen Erkrankungen (z.B. GefUBveranderungen), 
DurchfaUserkrankungen und Kolliken, Abweichungen der Mund-, Darm und Vaginalflora, 
Karies. 
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28 Ein Behandlungsschema, die in den Anspriichen 1-23 genannten Peptide einzeln Oder in 
Kombination verwendei, zur Behandlung von durch Fehlbesiedlung mit Mikroorganismen 
ausgeldsten Erkrankungen. 


29 Ein Diagnostikmittel die Stoffe gemaB Anspriiche 1-23 enthaltend zur Kontrolle von 
Gewebe-, Plasma, Urin und Liquor cerebrospinalis -Spiegeln dieser Substanzen. 

30 Eine Methode, wobei eine therapeutische Wirkung der Polypeptide aus Anspruch 1-23 durch 
Gabe von DNA kodierend fur die indiviuellen Polypeptide oder fur Heteropolymere dieser 

^J^^zelnen Polypeptide und seine Expression in vivo beim Menschen oder beim Rind erreicht 
wird. 
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